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 RIASSUNTO 
 
È noto che nell’uomo manipolazioni eseguite nelle regioni facciali inducono 
risposte neurovegetative quali ipotensione e bradicardia. Recentemente è stato 
osservato, in soggetti volontari normotesi, che una breve (10 min) estensione sub 
massimale della mandibola (EM) causa una prolungata e significativa riduzione 
della pressione arteriosa sistemica (PA) e della frequenza cardiaca (FC). È stato 
ipotizzato che tali effetti siano dovuti alla stimolazione delle branche periferiche 
del nervo trigemino. Utilizzando il ratto come modello animale, è stato possibile 
riprodurre gli effetti, osservati nell’uomo, di 10 minuti di EM indotta con uno 
speciale divaricatore posto tra le arcate dentarie dell’animale. In particolare è stato 
visto che la riduzione di PA media (PAm) e di FC permaneva fino a 140 minuti 
dal termine di EM e tali effetti erano aboliti dalla dissezione del nervo trigemino. 
Nel ratto, a livello cerebrale, 10 minuti di EM inducevano anche una caratteristica 
regolazione del microcircolo piale in quanto durante EM le arteriole 
costringevano per poi dilatarsi dopo la rimozione del divaricatore; la 
vasocostrizione era abolita dall’applicazione per via endovenosa di naloxone, un 
inibitore dei nocicettori, mentre la vasodilatazione scompariva dopo applicazione 
locale o per via sistemica di L-NAME, un inibitore aspecifico delle NO sintetasi. 
Ciò ha suggerito che durante EM vi sia attivazione di vie nocicettive che 
indurrebbero il rilascio di fattori vasocostrittori e l’innesco del rilascio di NO che 
agirebbe successivamente producendo la vasodilatazione osservata nel periodo 
post EM.  
Nella prima parte del presente lavoro di tesi sono stati indagati più in dettaglio i 
meccanismi responsabili della vasodilatazione post EM delle arteriole piali. A tale 
scopo sono stati utilizzati ratti maschi adulti del ceppo Wistar (250-300 grammi), 
sottoposti ad una singola EM della durata di 10 minuti dopo un periodo di 
osservazione basale della durata di 30 minuti, e quindi tenuti sotto osservazione 
per un periodo di 160 minuti. Durante le varie fasi sperimentali sono state 
misurate PAm, mediante catetere posto in arteria femorale, FC mediante 
registrazione di ECG e, attraverso una tecnica di microscopia in fluorescenza, 
sono state visualizzate le arteriole piali a livello della corteccia parietale (area 
dove proiettano la maggior parte delle afferenze trigeminali) per poter poi 
procedere off-line alla misura del diametro. Le ritmiche oscillazioni a cui è 
 sottoposto il diametro delle arteriole sono state analizzate con metodi matematici 
(analisi spettrale) su acquisizioni di almeno 30 minuti effettuate durante il periodo 
di osservazione basale e circa a metà del periodo post EM.  
I risultati ottenuti hanno confermato che una singola EM produce una riduzione di 
PAm e FC che permane fino a 140 minuti post EM. Le variazioni del diametro 
delle arteriole osservate hanno evidenziato la vasocostrizione che accompagna 
EM seguita da vasodilatazione che perdurava per tutto il periodo di osservazione 
post EM.  
Dall’analisi spettrale è emerso che le oscillazioni a bassissima frequenza, correlate 
all’attività endoteliale, aumentavano nel post EM rispetto al basale.  
Poiché il principale mediatore della vasodilatazione a livello cerebrale è 
rappresentato dall’ossido nitrico (NO) rilasciato dalle cellule endoteliali in 
risposta a stimolazione meccanica della parete dei vasi e dai neuroni in attività, 
abbiamo valutato l’espressione nel tempo dei geni che codificano per le tre 
isoforme della sintetasi dell’ossido nitrico (endoteliale, eNOS; neuronale, nNOS; 
inducibile, iNOS) a livello della corteccia parietale in ratti sacrificati, prima, 
subito dopo EM e a 1, 2 o 3 ore rispettivamente dalla rimozione del divaricatore.  
L’analisi dell’espressione genica effettuata attraverso PCR real-time ha 
dimostrato che l’espressione del gene per eNOS era significativamente aumentata 
a 2 ore post EM, mentre l’espressione del gene per nNOS non ha subito 
modificazioni significative. L’espressione del gene per iNOS, addirittura era 
significativamente ridotta rispetto al basale in tutte le fasi sperimentali 
considerate.  
L’analisi mediante Western blot, eseguita su estratti di proteine ottenuti da 
campioni di corteccia parietale dissezionata da cervelli di ratti sacrificati 2 ore 
dopo EM, ha confermato un aumento dell’espressione della sola proteina eNOS. 
Questi risultati nel loro complesso indicano che la vasodilatazione osservata dopo 
EM è sostenuta da un aumento di NO prodotto dalla eNOS, cioè dall’attivazione 
dell’endotelio in seguito a variazioni del flusso ematico, probabilmente dovute ai 
meccanismi di autoregolazione del circolo cerebrale attuati in risposta alla 
riduzione di PAm e FC indotta da EM, piuttosto che dall’attività dei neuroni che 
elaborano l’informazione trigeminale. Inoltre, la ridotta espressione del gene di 
iNOS, indica che EM non innesca processi infiammatori. 
 Dal momento che una singola EM produce interessanti effetti sui parametri 
cardiovascolari ed emodinamici che potrebbero suggerire una sua applicazione nel 
controllo del regime pressorio in condizioni fisiologiche e patologiche, nella 
seconda parte del lavoro di tesi abbiamo cercato di definire protocolli sperimentali 
di EM ripetute che potessero prolungare nel tempo gli effetti di una singola EM.  
Abbiamo valutato quindi gli effetti di una seconda EM della durata di 10 minuti 
eseguita al termine del periodo di osservazione dopo la prima EM, quando i 
parametri studiati hanno recuperato i valori basali. 
La seconda EM ha prodotto una riduzione di PAm e di FC di entità paragonabile a 
quella causata dalla prima EM, ma che perdurava molto più a lungo rispetto ad 
essa, fino a 240 minuti, tempo al termine del quale è stato interrotto l’esperimento. 
Per quanto riguarda invece gli effetti sul microcircolo piale è stato osservato che 
la seconda EM non era accompagnata da vasocostrizione e la vasodilatazione 
determinata dalla prima EM perdurava della stessa entità per tutto il periodo di 
osservazione successivo alla seconda EM.  
I risultati ottenuti indicano che queste osservazioni sperimentali possono 
rappresentare un punto di partenza per l’elaborazione di protocolli da attuare nel 
trattamento clinico ad esempio di stati ipertensivi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Several observations in humans indicate that manipulations performed in the 
facial regions induce neurovegetative responses such as hypotension and 
bradycardia. Recently, a study carried out in normotensive volunteers subjected to 
short (10 min) submaximal mandibular extension (ME) has shown that ME 
produces a prolonged and significant reduction in systemic arterial blood pressure 
(SABP) and heart rate (HR). It has been suggested that these effects are due to a 
stimulation of trigeminal nerve peripheral branches. More recently, similar effects 
have been reproduced in the rat. In this experimental model 10 min ME obtained 
inserting an ad hoc developed retractor between the dental arches caused a 
significant reduction in the mean arterial blood pressure (MABP) and HR 
compared with baseline conditions, that persisted up to 140 minutes from the end 
of ME. These effects were mediated by the trigeminal nerve activation because 
rats subjected to the dissection of the trigeminal nerve peripheral branches showed 
no changes in MABP and HR during and after ME. Moreover, 10 min ME 
induced a characteristic regulation of the rat pial microcirculation because during 
ME the diameter of pial arterioles significantly decreased afterward increased 
after removal of the retractor. The vasoconstriction was abolished by 
intravenously administration of naloxone (an inhibitor of nociceptors), while the 
vasodilation disappeared after local or systemic application of L–NAME (a 
nonspecific inhibitor of the NO synthase). This suggested that the arteriolar 
vasoconstriction was due to the activation of nociceptive pathways whereas the 
subsequent vasodilation was caused by NO release. 
Therefore, the first goal of the present thesis was to deeper enlighten the 
mechanisms involved in pial arterioles dilation after ME. Adult male Wistar rats 
(250-300g body weight), were subjected to a single ME (10 min) preceded by 30 
minutes of basal observation. After removal of the retractor the experimental 
observation was continued for 160 minutes. During all experimental phases 
MABP, through a catheter inserted in the femoral artery, and HR by ECG 
recording were monitored. Pial microcirculation was visualized by a fluorescence 
microscopy technique through a parietal cranial window, which allows to expose 
the cerebral region where the most of trigeminal afferents project. The pial 
arteriolar diameter was measured off-line by using a computer assisted system. 
 The rhythmic oscillations of the arteriolar diameter were also analyzed with 
mathematical methods (spectral analysis) based on acquisitions of at least 30 
minutes obtained during the basal observation period and at the half of the post 
ME period. 
The data obtained confirm that a single ME produces a reduction in MABP and 
HR that persists until 140 minutes post ME. The arterioles showed a diameter 
reduction during ME following by vasodilation that persisted throughout the post 
ME period. 
Spectral analysis showed that the very-low frequency components, related to 
endothelial activity, increased in the post EM compared to baseline conditions. 
In the brain the nitric oxide released by endothelial cells or neurons represents the 
main mediator of vasodilation. Usually, NO release occurs in response to 
mechanical stimulation of the vessels wall and/or to the neuron activity. 
Therefore, we evaluated the expression of the genes coding for the three isoforms 
of the nitric oxide synthase (endothelial, eNOS; neuronal, nNOS; inducible, 
iNOS) in parietal cortex of rats sacrificed before, immediately after ME and 1, 2 
or 3 hours after removal of the retractor. 
The analysis carried out by real-time PCR showed that the expression of the 
eNOS gene was significantly increased at 2 hours post EM, while the expression 
of the nNOS gene did not significantly change. The expression of the iNOS gene 
was significantly reduced compared to baseline conditions in all experimental 
phases. 
Western blot analysis, performed on protein extracts obtained from samples of the 
parietal cortices dissected from the brains of rats sacrificed 2 hours after ME, 
confirmed an increase in the expression of the only eNOS protein. 
These results indicate that the vasodilation after ME correlated to a reduction of 
MABP and HR is due to an increase of NO released by endothelial vascular cells 
activated by the blood flow changes rather than by the activity of the neurons 
which process the information driven by the trigeminal nerve. Furthermore, the 
reduced expression of iNOS gene, indicates that ME does not triggers 
inflammatory processes. 
Since a single ME induces interesting effects on the cardiovascular and 
hemodynamic parameters, it was interesting to investigate its possible application 
in the control of the systemic pressure in physiological and pathological 
 conditions. Therefore, the second goal of the present thesis was to define 
experimental protocols that can prolong the temporal effects of a single ME. 
As a first step, we evaluated the effects of a second 10 min ME performed at the 
end of the observation period subsequent the first ME, when the parameters 
studied have recovered their basal values. 
The second ME produced a reduction of both MABP and HR similar to that 
caused by the first ME, but more persisted: MABP and HR did not recover their 
basal values for 240 minutes, time after which the experimental observations were 
stopped. On pial circulation the second ME did not cause the vasoconstriction 
observed during the first ME but the pial arterioles remained dilated during the 
second ME and the subsequent period. 
In conclusion these experimental data represent an important start point to 
develop protocols useful in the clinical practise to control physiological or 
pathological states such as hypertension. 
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1. INTRODUZIONE 
 
 
E’ noto ormai da tempo che la stimolazione a livello facciale del nervo 
trigemino, il più grande tra i nervi cranici, può determinare nell’uomo una 
serie di riflessi, definiti riflessi trigemino-cardiaci (TCR), che agiscono sui 
parametri cardiovascolari (Shaller et al., 1999).  
L’interesse per questo tipo di riflessi è andato crescendo con l’avvento 
della chirurgia maxillo-facciale. Infatti, è accaduto che la stimolazione di 
aree innervate dal nervo trigemino durante interventi chirurgici di questo 
tipo inducesse nei pazienti una severa bradicardia ed ipotensione arteriosa 
(Cha et al., 2002; McCulloch et al., 1999; Shaller et al., 2009). 
Un recente studio condotto su soggetti volontari normotesi ha 
mostrato che una breve (10 min) estensione sub-massimale della 
mandibola (EM) causa una prolungata e significativa riduzione della 
pressione arteriosa sistemica (PA) e della frequenza cardiaca (FC) 
(Brunelli et al., 2012). Tali effetti sembrano essere mediati dalla 
stimolazione delle branche periferiche del nervo trigemino che potrebbero 
innescare un’attivazione del nervo vago o una ridotta attivazione del 
sistema ortosimpatico che agiscono sui parametri cardiovascolari.  
Un’estensione mandibolare non solo influenza tali parametri ma ha un 
effetto anche sull’emodinamica cerebrale. E’ stato visto nel ratto come una 
stimolazione periferica del nervo trigemino, effettuata tramite un apposito 
divaricatore posto tra le arcate dentarie, induca una significativa riduzione 
del diametro delle arteriole piali durante EM. Tale vasocostrizione era 
seguita da un significativo aumento del diametro arteriolare, evidenziando 
una vasodilatazione che perdurava per l’intero periodo di osservazione 
(Lapi et al., 2013). 
La stimolazione del nervo trigemino sembra quindi innescare specifici 
meccanismi che regolano sia la pressione arteriosa sistemica che il 
microcircolo piale. 
È risultato, pertanto, interessante andare ad indagare tali meccanismi 
utilizzando come modello animale il ratto, il cui microcircolo piale 
presenta diverse analogie anatomo-funzionali con quello umano.  
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Lo studio è stato effettuato registrando l’andamento dei parametri 
cardiovascolari (PA ed FC) e valutando in vivo le variazioni dei diametri 
dei vasi del microcircolo piale, nell’animale sottoposto ad estensioni 
mandibolari singole o ripetute, inoltre mediante analisi in vitro è stato 
possibile identificare i meccanismi molecolari alla base della 
vasodilatazione riscontrata a livello del microcircolo piale.  
 
1.1 EMODINAMICA CEREBRALE 
 
 Il cervello, in condizioni normali, utilizza energia ottenuta quasi 
esclusivamente da processi metabolici aerobi. L’irrorazione del cervello 
deve essere assicurata e mantenuta il più costante possibile anche in caso 
di variazioni della pressione arteriosa sistemica poiché, un indebolimento 
nell’apporto di nutrienti ed ossigeno, può causare danni cellulari 
irreversibili (Bertuglia et al., 2000).  
 Il cervello è irrorato dalle due arterie carotidi (circolo anteriore) e dalle 
due arterie vertebrali (circolo posteriore). L’interconnessione tra vasi 
sanguigni (anastomosi) protegge il cervello dalla carenza di apporto 
sanguigno. La principale anastomosi arteriosa cerebrale è denominata 
circolo del Willis. Si basa sull’esistenza di arterie dette comunicanti: 
un’arteria comunicante anteriore connette le arterie cerebrali anteriori dei 
due lati; da ognuna delle due carotidi interne si diparte un’arteria 
comunicante posteriore che si anastomizza con l’arteria cerebrale 
posteriore dello stesso lato, mettendo quindi in comunicazione il circolo 
anteriore e posteriore dello stesso lato (Fig. 1.1). 
Il flusso ematico delle carotidi interne risponde alle necessità 
metaboliche dell’emisfero ipsilaterale mentre quello vertebro-basilare 
rifornisce le strutture della fossa cranica posteriore. In aggiunta ai vasi 
anastomotici della base cranica sono presenti anastomosi discretamente 
estese a livello dei vasi piali. 
Le arterie cerebrali anteriore, media e posteriore si originano dal 
circolo del Willis e vascolarizzano la superficie del cervello. Piccole 
diramazioni arteriolari arrivano direttamente dal circolo del Willis ai 
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gangli basali. L’arteria basilare fornisce sangue al tronco encefalico ed al 
cervelletto. 
 
 
   Figura 1.1 Organizzazione strutturale del circolo del Willis. 
 
 
 Il flusso sanguigno cerebrale (FSC) varia direttamente con la pressione di 
perfusione cerebrale, definita come la differenza tra pressione arteriosa media 
(PAm) e pressione intracranica, e inversamente con la resistenza cerebrovascolare 
(somma delle resistenze vascolari al flusso, particolarmente a livello delle piccole 
arterie piali che continuano poi nelle arteriole pre-capillari) (Edson et al., 2012). 
Il contributo dato da ogni vaso cerebrale a FSC complessivo è definito da diversi 
fattori, come raggio e lunghezza del vaso, ed anche dalla pressione e viscosità del 
sangue. 
Nell’uomo, ad esempio, la perfusione tissutale del cervello è 
approssimativamente 50-55 mL/100g/min. Al ridursi progressivo dell’apporto 
ematico si ha un aumento dell’estrazione di ossigeno dall’emoglobina, senza 
manifestazioni cliniche. Quando la perfusione sanguigna raggiunge il valore di 
25-30 mL/100g/min, possono verificarsi anomalie elettroencefalografiche e 
alterazioni dello stato di coscienza; al diminuire dei livelli di perfusione al di sotto 
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dei 20 mL/100g/min, EEG diventa isoelettrico e i neuroni acquisiscono sempre 
più un metabolismo anaerobio, con concomitante aumento della produzione di 
lattato e ioni idrogeno. Una volta che la perfusione scende al di sotto di 10 
mL/100g/min la neurotrasmissione viene persa, si compromette la funzione della 
pompa sodio-potassio e si innesca la cascata di morte cellulare mediata dal calcio 
e dal glutammato. Tutto questo dimostra l’importanza delle valutazioni 
riguardanti FSC: nessun segno clinico è associato alla sua diminuzione fino a che 
i suoi valori non hanno raggiunto la soglia del danno neuronale funzionale, vicina 
a quella del danno permanente (Edson et al., 2012). 
 
1.1.1 Microcircolo cerebrale  
 
Con il termine microcircolo si intende il complesso di vasi di piccolo 
calibro (arteriole, capillari e venule) che collega il sistema dei vasi arteriosi 
(direzione centrifuga, dal cuore alla periferia) a quello dei vasi venosi (direzione 
centripeta, dai tessuti periferici al cuore). Oltre alla normale successione arteriola-
capillare-venula, il sangue può anche fluire direttamente dalle arteriole alle venule 
attraverso anastomosi arteriovenose o shunts. 
Sebbene non vi siano definizioni standard, per il calibro dei vasi del microcircolo 
cerebrale sono stati ipotizzati dei ranges di diametri ai quali riferirsi. Sulla base 
dei dati istopatologici i capillari rientrano nel range di diametri tra 4,0 e 7,5 µm; 
le arteriole precapillari e le venule postcapillari tra 7,5 e 30 µm; le piccole arterie 
e le venule connettenti tra 30,0 e 50,0 µm (Bertuglia et al., 2000); in generale, 
quindi, si parla di microcircolo per vasi di calibro inferiore ai 100 µm. 
I capillari cerebrali dei ratti (tra 3,1 e 7,2 µm) rientrano negli intervalli 
riportati per l’uomo e per i primati. Nel ratto i rami microvascolari delle 
arterie/arteriole penetranti presentano una struttura esagonale che dalla superficie 
corticale si spinge nella sostanza grigia riducendosi progressivamente di diametro. 
 Una simile architettura vascolare si ipotizza che esista anche nella sostanza 
grigia dell’uomo e di altri primati.  
  Le caratteristiche strutturali di arteriole, capillari, venule postcapillari a 
livello cerebrale sono simili a quelle di altri organi ma con alcune eccezioni. La 
caratteristica delle arterie e delle arteriole penetranti è l’assenza virtuale della 
tunica avventizia, presente invece nei vasi alla periferia. Le arterie penetranti dei 
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ratti e dei primati presentano uno strato di cellule endoteliali, tunica intima, 
separato dalle cellule muscolari lisce della tunica media per mezzo di una lamina 
basale di collagene che deriva dalla matrice extracellulare. 
Le varie analogie tra il microcircolo cerebrale dell’uomo e quello del ratto 
permettono di utilizzare quest’ultimo come un valido modello di studio per 
l’analisi di processi fisiologici e patologici, che interessano il microcircolo 
cerebrale; in particolare l’utilizzo di questi animali permette di valutare in vivo e 
in tempo reale le variazioni del flusso e del tono arteriolare dal quale dipende la 
perfusione del network capillare. 
 
1.1.2 Vasomotilità (vasomotion) e oscillazioni del flusso ematico (flowmotion) 
 
I meccanismi che consentono di incrementare il flusso ematico in un 
organo sono rappresentati dalla variazione di diametro delle arteriole (arterie con 
diametro inferiore ai 100 µm) e dall'aumento del flusso ematico attraverso i 
capillari. Recenti studi hanno dimostrato che nel muscolo scheletrico di molti 
animali da laboratorio la struttura delle arteriole terminali, che danno origine ai 
capillari, è tale che esse fungono da regolatrici della perfusione capillare 
(Colantuoni et al., 1994).  
Le arteriole si contraggono e si rilasciano variando il loro diametro 
determinando, quindi, il tono vascolare. I vasi sanguigni sono, quindi, 
caratterizzati da una ritmica variazione del diametro, detta vasomotion, che 
determina un andamento oscillatorio del flusso, detto flowmotion, il quale si 
propaga fino ai capillari. 
I fattori che influenzano la vasomotion sono di tipo sia centrale sia 
periferico. I primi comprendono l’attività cardiaca, che genera una pressione 
sufficiente a spingere il sangue verso tutti i tessuti, vincendo la resistenza che 
viene opposta dalle pareti vascolari durante il percorso, e quella respiratoria, che 
facilita il ritorno venoso al cuore (Muck-Weymann et al., 1996). I secondi 
operano a livello locale e sono di natura a) miogena, b) neurogena, c) ormonale, d) 
metabolica ed e) endoteliale. Questi fattori agiscono sulle miocellule delle pareti 
delle arteriole, inducendo una serie di contrazioni o rilasciamenti che 
caratterizzano la vasomotion. 
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          a) Le cellule muscolari delle pareti delle arteriole rispondono alla 
distensione del vaso, dovuta ad esempio ad un aumento della pressione del 
sangue, con una contrazione, generando quella che viene chiamata la risposta 
miogenica. Tale fenomeno è stato studiato per la prima volta da Bayliss all’inizio 
del 1900 (Conti, 2005). Sulla base dell’osservazione che le contrazioni miogene 
nei vasi di resistenza dipendono dalla concentrazione del calcio intracellulare, è 
stata formulata l’ipotesi che la risposta miogena sia modulata da canali del calcio 
sensibili allo stiramento (Schubert et al., 2005). 
Il meccanismo di autoregolazione miogeno è presente anche a livello cerebrale, 
dove i vasi sanguigni sono capaci di mantenere FSC relativamente costante in un 
ampio intervallo di variazione della pressione sanguigna arteriosa (PA). Ad 
esempio, un aumento di PA, innesca una catena di eventi che determinano 
cambiamenti nella permeabilità ionica della muscolatura liscia, contrazione 
muscolare, restringimento dei vasi ed aumento della resistenza cerebrovascolare 
(Panerai. 2008). 
  
          b) Il sistema nervoso simpatico è il principale responsabile del controllo del 
tono della muscolatura liscia vascolare in quanto innerva le piccole arterie, le 
arteriole terminali e le venule (Soderstrom et al., 2003). La sua azione è mediata 
dalla noradrenalina, che a livello delle cellule muscolari lisce della parete dei vasi 
innesca una cascata intracellulare che coinvolge l’inositolo trifosfato (IP3) e il 
diacilglicerolo (DAG) come secondi messaggeri. Questi attivando due vie 
parallele portano alla liberazione di calcio dai depositi intracellulari regolando 
così i livelli citoplasmatici dello ione e il suo ruolo nell’interazione tra i 
miofilamenti spessi (miosina) e i miofilamenti sottili (actina): tutto ciò si traduce 
in una maggiore forza contrattile delle fibrocellule che porta a vasocostrizione 
(Matchkov, 2010).  
Il controllo nervoso a livello vascolare è coordinato e integrato dai centri bulbo-
pontini, tra i quali il centro vasomotore (Sivertsson et al., 1976). 
 
         c) Il diametro delle arteriole può variare anche in risposta a svariate sostanze 
che agiscono come ormoni. In particolare, il loro rilasciamento è indotto dalla 
liberazione di adrenalina dalla midollare del surrene. L’adrenalina interagendo 
con i recettori beta-adrenergici aumenta la produzione di AMPc che attiva PKA 
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(proteina chinasi A); questa fosforila la MLCK (Myosin light-chain kinase) 
diminuendo la sua affinità per la Ca++/calmodulina e determinando rilasciamento 
muscolare (Matchkov, 2010). 
Sono vasodilatatori anche il peptide vasoattivo intestinale (vasoactive 
intestinal peptide, VIP), prodotto da alcune cellule presenti nel canale alimentare e 
a livello delle isole pancratiche, e il peptide connesso al gene della calcitonina 
(calcitonin gene-related peptide, CGRP) rilasciato dai nervi trigemino-vascolari. 
Sia per VIP che per CGRP non è ancora ben chiarito il meccanismo con cui 
mediano vasodilatazione a livello vascolare (Hamel, 2006). 
Anche la sostanza P è un potente vasodilatatore, capace di provocare una marcata 
ipotensione: la vasodilatazione sembra essere conseguenza di un effetto inibitorio 
diretto sulla muscolatura liscia della parete delle arteriole. Per contro, la sostanza 
P stimola la contrazione delle fibre muscolari lisce della parete delle vene, del 
tratto gastrointestinale e dei bronchi (Melikian et al., 2009). 
  Infine, il rilasciamento delle arteriole può essere mediato dal peptide 
natriuretico atriale (atrial natriuretic peptide, ANP), che viene prodotto, 
immagazzinato e rilasciato dai miociti cardiaci degli atri del cuore. Agisce sulla 
muscolatura liscia dei vasi legandosi al recettore ANPA, che ha attività di 
guanilato ciclasi: l’aumento del GMPc e la conseguente diminuzione del calcio 
intracellulare portano al rilasciamento della cellula (Michel et al., 1992).  
La contrazione delle cellule muscolari delle arteriole è invece mediata da 
angiotensina II, che legandosi ad AT1, recettore accoppiato ad una proteina G, 
attiva la fosfolipasi C e la via di IP3. Entrambe queste vie portano ad un aumento 
del calcio intracellulare e quindi favoriscono la contrazione muscolare. 
Il neuropeptide Y (NPY) è un polipeptide molto diffuso nel sistema nervoso 
centrale e nel sistema nervoso autonomo, svolge diverse azioni tra cui la 
modulazione della risposta vasocostrittrice innescata dai neuroni noradrenergici. Il 
suo effetto si esplica attraverso il legame ai recettori Y1 e Y2 che a loro volta 
attivano proteine G connesse al sistema DAG- IP3 che liberano calcio e inibiscono 
l’adenilato ciclasi (Waeber et al., 1990).  
L’ormone antidiuretico (ADH) determina una marcata costrizione dei vasi 
sanguigni e porta quindi ad un aumento della pressione; per questo effetto 
l’ormone viene indicato anche come vasopressina. Un forte abbassamento della 
pressione arteriosa che si può avere ad esempio in caso di shock ipovolemico, 
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dovuto ad una grave perdita di sangue, stimola la secrezione di ADH e quindi un 
aumento della pressione arteriosa. La vasopressina agisce sui recettori V1, 
accoppiati a proteine G, che sono presenti prevalentemente a livello dei vasi 
dell’utero, del fegato, dell’ipofisi e del surrene. Il legame determina attivazione 
delle fosfolipasi C e A2, con conseguente attivazione dei secondi messaggeri IP3 e 
DAG ed aumento di calcio intracellulare che provoca vasocostrizione (Conti, 
2002).  
 
         d) Il calibro delle arteriole può variare in base alla concentrazione dei 
prodotti del metabolismo cellulare e tissutale. Man mano che aumenta il 
metabolismo tissutale si accumulano prodotti catabolici quali CO2, ioni idrogeno e 
lattato che determinano vasodilatazione. L'anidride carbonica in particolare 
determina un aumento della velocità del flusso ematico tissutale in quanto agendo 
sugli sfinteri precapillari determina un rilassamento delle fibrocellule muscolari 
lisce che caratterizzano strutturalmente gli sfinteri precapillari e, quindi, favorisce 
un aumento della velocità del flusso ematico locale. 
Generalmente l’accumulo di cataboliti è accompagnato da una riduzione 
della pressione parziale di O2 che concorre a determinare vasodilatazione nella 
maggioranza dei distretti vascolari; fa eccezione il circolo polmonare, dove la 
riduzione della pressione di O2 si accompagna a vasocostrizione. Nelle condizioni 
di ridotto apporto di O2 rispetto alle richieste funzionali dei tessuti, si producono 
molte sostanze vasoattive: ioni idrogeno, potassio e fosfato, CO2, ATP e AMP, 
lattato. Al contrario, l’aumento della pressione parziale di O2 comporta 
vasocostrizione.  
         A livello cerebrale l’aumento dell’attività neuronale è accompagnato da un 
rapido aumento dell’utilizzo di ossigeno, dell’uptake di glucosio e del 
metabolismo che richiede un aumento del flusso sanguigno nelle aree cerebrali 
attivate. Si ha un accoppiamento flusso-metabolismo che è mediato da diversi 
fattori, tra cui le pressioni parziali di CO2, O2, l’accumulo di ioni K
+
 e H+. In 
particolare, il diametro dei vasi sanguigni cerebrali, che influenza FSC, è 
fortemente dipendente dalla concentrazione tissutale di protoni. E’ stato visto che 
acidosi ipercapnica e normocapnica causano dilatazione nei vasi sanguigni 
cerebrali, e di conseguenza aumento di FSC. 
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Nei ratti, un aumento graduale della concentrazione extraluminale di protoni da un 
pH 7,4 a 7,0 porta ad un aumento lineare del diametro dei vasi cerebrali; il 
meccanismo della dilatazione acidosi-indotta consiste nell’attivazione di canali 
K+/ATP-dipendenti e K+/Ca-dipendenti indotta dall’aumento della concentrazione 
extraluminale dei protoni (Edson et al., 2012). 
 
         e) Le variazioni di flusso ematico nelle arteriole sono in grado di indurre 
risposte endoteliali, capaci di regolare il tono vascolare. Le forze tangenziali, che 
agiscono sulle cellule endoteliali (stress di parete o shear stress), promuovono la 
sintesi e la liberazione di mediatori vasoattivi, come l’ossido nitrico (NO), il 
fattore iperpolarizzante di derivazione endoteliale (EDHF), prostaglandine, 
trombossani ed endoteline. In particolare, la liberazione di NO, EDHF e PGI2 
induce vasodilatazione, mentre quella di trombossani ed endoteline determina 
vasocostrizione (Giles et al., 2012). 
 L’ossido nitrico è una molecola gassosa altamente diffusibile con molteplici 
funzioni: in particolare, nel SNC è rilasciato dalle cellule endoteliali e dai neuroni 
nitrergici periva scolari e regola il rilascio di neutrasmettitori ed il flusso ematico. 
NO è prodotto dalla sintetasi dell’ossido nitrico (NOS), che degrada l’arginina a 
citrullina liberando una mole di NO (Stankevicius et al., 2003). Esistono diverse 
isoforme di NO-sintetasi: 
- NOS neuronale (nNOS), maggiormente espressa nel tessuto neuronale: è attiva 
costitutivamente e per il suo funzionamento necessita di una elevata 
concentrazione intracellulare di ioni calcio. È implicata nel controllo centrale 
dell’omeostasi vascolare (Li et al., 2000).  
- NOS inducibile (iNOS) presente in molti tipi cellulari, quali epatociti, cellule 
cardiache, epitelio respiratorio. iNOS è anche rappresentata nell’endotelio, nelle 
cellule muscolari lisce e nei macrofagi. Viene “indotta” da diversi mediatori 
chimici della flogosi (IL-1, TNF, IFN) nonché dall’endotossina dei gram negativi. 
(Kibbe et al., 1999). 
- NOS endoteliale (eNOS), attiva costitutivamente. La sua azione dipende dalla 
concentrazione di ioni calcio, che a sua volta è influenzata da altri fattori (es. 
bradichinina).  
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A livello delle cellule muscolari lisce dei vasi NO attiva la guanilato 
ciclasi che incrementa i livelli di GMPc, capace di indurre il rilasciamento 
muscolare per riduzione del livello citosolico del calcio libero (Shaul et al., 2002). 
Il fattore EDHF, è un fattore chimico di natura non ancora conosciuta, 
prodotto dalle cellule endoteliali, che media vasodilatazione. Il meccanismo di 
azione è probabilmente quello di indurre un flusso uscente dalla cellula di ioni K+, 
determinando così iperpolarizzazione e rilasciamento. Questa vasodilatazione non 
è stimolata, né correlata con l'ossido nitrico o la prostaciclina, ma risponde 
all'azione di stimolo degli agonisti endoteliali quali bradichinina e acetilcolina.  
La prostaciclina PGI2, che viene formata nell’endotelio dall’acido 
arachidonico (AA) per azione della ciclossigenasi e della prostaciclina sintetasi, 
provoca un incremento di AMPc che, regolando l’attività della pcotein-chinasi A 
(PKA), fa diminuire i livelli intracellulari del calcio mediando il rilasciamento del 
vicino muscolo liscio vascolare (Kozłowska et al., 2007). 
I meccanismi di azione di queste sostanze ad azione vasodliatante sono 
riassunti in figura 1.2. 
 
 
Figura 1.2 Meccanismo d’azione di NO, EDHF, PGI2 sulla cellula 
muscolare liscia.  
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         Le sostanze di origine endoteliale che provocano vasocostrizione sono 
principalmente trombossani ed endoteline. I trombossani sono composti chimici di 
natura lipidica, derivati dalla via delle cicloossigenasi dell'acido arachidonico. Il 
trombossano A2 (TXA2) è uno dei più potenti costrittori noti del muscolo liscio. 
Molte cellule, inclusi i leucociti, i macrofagi e le cellule endoteliali, hanno la 
capacità di produrre e rilasciare il trombossano. Il suo effetto si esercita 
prevalentemente nella regione dove viene liberato, in quanto la sua emivita in 
circolo è solo di pochi secondi. TXA2 agisce come vasocostrittore provocando 
una diminuzione nei livelli cellulari di AMPc, associata a mobilizzazione del 
calcio intracellulare e quindi a contrazione. 
          Le endoteline sono sintetizzate dalle cellule endoteliali e da una varietà di 
altre cellule in diversi tessuti. L’effetto che hanno sulle cellule muscolari lisce è di 
una contrazione sostenuta. A livello dei vasi cerebrali si ha soprattutto la sintesi 
dell’endotelina 1.  
A tutt'oggi sono stati identificati tre diversi peptidi appartenenti al gruppo delle 
endoteline, denominati endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 
(ET-3) e due recettori, A e B (ETA e ETB); entrambi i recettori sono presenti 
sulle cellule muscolari lisce delle pareti vascolari, ma il recettore ETB è stato 
localizzato anche sulle cellule endoteliali. Quando ET-1 si lega a ETB sulla 
cellula endoteliale stimola la produzione di ossido nitrico (NO) da parte della 
ossido nitrico sintetasi (NOS), NO diffonde nella cellula muscolare liscia della 
parete vascolare e determina vasodilatazione. Il legame di ET-1 ad ETA sulla 
cellula muscolare liscia determina invece l’effetto opposto, attivando il 
messaggero intracellulare IP3 che, incrementando la concentrazione intracellulare 
di calcio, induce la contrazione della cellula (Fig.1.3). 
 
Figura 1.3 Meccanismo d’azione di ET-1. 
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1.1.3 Oscillazioni del flusso ematico (flowmotion) 
 
La variazione ritmica del diametro dei vasi determina un andamento 
oscillatorio del flusso ematico. Questo fenomeno, chiamato flowmotion, si associa 
alla vasomotion delle arteriole terminali e si propaga fino ai capillari, che non 
sono in grado di contrarsi e rilasciarsi. 
         L’andamento oscillatorio della flowmotion è dovuto alla natura periodica 
delle pompe cardiaca e respiratoria, che spingono il sangue l’una dal cuore alla 
periferia attraverso la rete arteriosa, mentre l’altra facilita il ritorno venoso dalla 
periferia al cuore attraverso la rete venosa. 
La registrazione del flusso ematico nel microcircolo cutaneo, ottenuto mediante 
tecnica di LDPM (Laser Doppler Perfusion Monitor), ha permesso di definire 
caratteristici tracciati con variazioni che sono dipendenti dal flusso (Muck-
Weymann et al., 1996). L’analisi delle oscillazioni del flusso con metodi di 
spettro di potenza ha permesso di definire intervalli di frequenza caratteristici 
della flowmotion compresi tra 0.005 e 2.0 Hz (Fig 1.3): 
- le oscillazioni del flusso microvascolare, legate all’attività cardiaca, hanno una 
frequenza compresa tra 0.6 e 2.0 Hz; questa corrispondenza è stata verificata 
tramite acquisizione simultanea del segnale elettrocardiografico; 
- le oscillazioni, legate all’attività respiratoria, sono debolmente presenti nel 
segnale ed hanno una frequenza compresa tra 0.145 e 0.6 Hz; la corrispondenza 
con la frequenza respiratoria è stata verificata misurando simultaneamente le 
variazioni volumetriche polmonari del soggetto; 
- le oscillazioni, legate all’attività miogena intrinseca, hanno una frequenza 
compresa tra 0.052 e 0.145 Hz; 
- le oscillazioni, legate all’attività neurogena, hanno una frequenza compresa tra 
0.021 e 0.052 Hz; 
- le oscillazioni del microcircolo, legate all’attività endoteliale, presentano due 
intervalli di frequenza a seconda che siano o meno dipendenti da NO, per cui si 
distingue un’attività endoteliale NO-dipendente, che ha una frequenza compresa 
tra 0.0095 e 0.21 Hz e un’attività endoteliale NO-indipendente, che ha una 
frequenza compresa tra 0.005 e 0.0095 Hz. Queste sono le più lente attività 
ritmiche riconosciute nella flowmotion e sono state identificate utilizzando 
inibitori delle NOS endoteliale e monitorandone gli effetti (Lapi et al., 2010). 
 13 
 
 
Figura 1.4 Analisi spettrale delle componenti in frequenza della flowmotion. 
 
 
         Gli intervalli di frequenza correlati alle attività cardiaca e respiratoria sono 
considerate componenti ad alta frequenza, mentre quelli correlati alle attività 
miogena intrinseca, neurogena ed endoteliale sono definite componenti a bassa 
frequenza (Stefanovska et al., 2006). 
 
1.1.4 Anatomia del nervo trigemino 
 
Il nervo trigemino, V nervo encefalico, è un voluminoso nervo misto, nel 
quale la componente sensoriale è di gran lunga prevalente rispetto a quella 
motoria. Esso, con le sue fibre sensoriali, presiede alla maggior parte della 
sensibilità generale della testa; con le sue fibre motorie innerva i muscoli 
masticatori ed anche il muscolo tensore del timpano, il tensore del velo palatino, il 
muscolo milo-joideo ed il ventre anteriore del muscolo digastrico. 
         L’origine della radice sensoriale è il ganglio semilunare (del Gasser). Questo 
si trova adagiato sulla faccia antero-superiore della piramide dell’osso temporale 
ed accolto nella cavità di Meckel della dura madre. I nuclei sensoriali del nervo 
trigemino sono: il nucleo della radice discendente, il nucleo sensoriale principale 
ed il nucleo della radice mesencefalica. Le fibre trigeminali deputate al trasporto 
della sensibilità propriocettiva dei muscoli masticatori originano da neuroni 
sensoriali localizzati nel nucleo della radice mesencefalica del nervo trigemino.  
All’emergenza del ponte, le due radici del nervo trigemino sono fra loro 
contigue; la radice sensoriale, che è voluminosa e appiattita, è posta lateralmente 
mentre la radice motoria, piccola e cilindrica, è situata medialmente.  
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Subito dopo la loro emergenza, le due radici del nervo trigemino procedono unite 
verso l’avanti e di lato, fino all’apice della piramide dell’osso temporale, dove 
entrano nella cavità di Meckel della dura madre. Qui la radice sensoriale si 
continua nel ganglio semilunare mentre la radice motoria si pone al di sotto dello 
stesso. Dal ganglio semilunare hanno origine le tre branche del nervo trigemino 
(Fig.1.5): la I è costituita dal nervo oftalmico, la II dal nervo mascellare e la III dal 
nervo mandibolare (Cattaneo, 1986).  
         Il nervo oftalmico è un nervo sensoriale e rappresenta la branca di minore 
dimensione del nervo trigemino. Emerge dal margine anteriore convesso del 
ganglio semilunare del Gasser, in posizione mediale. Decorre con direzione 
anteriore, inizialmente accolto in un prolungamento della cavità di Meckel e, 
successivamente, nella parete laterale del seno cavernoso della dura madre, dove è 
localizzato al di sotto del nervo trocleare, il quarto nervo cranico. Raggiunge la 
fessura orbitale superiore dello sfenoide, dove si divide nei suoi rami terminali: 
nervo naso ciliare, nervo frontale, nervo lacrimale. 
         Il nervo mascellare è un nervo sensoriale, più voluminoso del nervo 
oftalmico. Con direzione postero-anteriore, il nervo mascellare si immette in un 
prolungamento della cavità di Meckel della dura madre. Raggiunge la fossa 
pterigo-mascellare impegnando il foro rotondo dello sfenoide. Al di fuori del 
cranio si dirige anteriormente, raggiunge la fessura orbitale inferiore e, entrato 
nella cavità orbitale, si dispone nella parete inferiore. Si continua con il nervo 
infraorbitale, suo ramo terminale, nel solco infraorbitale. Il nervo infraorbitale 
fornisce come rami collaterali i nervi alveolari supero-anteriori e si immette 
all'interno del canale infraorbitale. Fuoriesce dal medesimo canale impegnando il 
foro infraorbitale dividendosi in rami ascendenti (per la cute e la congiuntiva della 
palpebra inferiore), mediali (per la cute dell'ala del naso e la tonaca mucosa del 
vestibolo della fossa nasale) e discendenti (per la cute e la mucosa del labbro 
superiore e della contigua mucosa gengivale). Emette quattro rami collaterali: il 
nervo meningeo medio, il nervo zigomaticus, i nervi sfeno-palatini ed i nervi 
alveolari supero-posteriori. 
         Il nervo mandibolare è la maggiore delle tre branche del nervo trigemino. 
È un nervo misto. Origina dal margine anteriore del ganglio semilunare del 
Gasser, lateralmente rispetto al nervo oftalmico e al nervo mascellare, e si 
completa con l'unione della radice motoria del nervo trigemino. Percorre un 
 15 
diverticolo della cavità di Meckel fino a raggiungere il foro ovale dello sfenoide, 
grazie al quale raggiunge la fossa infratemporale. Nella stessa fossa 
infratemporale fornisce un ramo collaterale, il nervo spinoso, che, attraversando il 
foro spinoso dello sfenoide, raggiunge e si distribuisce alla dura madre e si divide 
in due tronchi: il tronco anteriore o anterolaterale, prevalentemente motore, ed il 
tronco posteriore o posterolaterale, prevalentemente sensoriale. 
 
 
 
 
Figura 1.5 Distribuzione delle tre branche trigeminali nell’uomo. 
 
Come nell’uomo, nel ratto il nervo trigemino emerge dalla regione laterale 
del ponte attraverso due radici: la radice sensoriale e la radice motoria e, a livello 
centrale, le afferenze presentano un’organizzazione somatotopica nella quale le 
proiezioni mandibolari terminano dorsalmente e quelle oftalmiche centralmente 
(Fig 1.6). Sempre nel ratto, le singole afferenze dalle vibrisse, dalla pelle e dalle 
strutture orali spesso forniscono collaterali a tutti i subnuclei che compongono il 
nucleo sensoriale del V nervo encefalico (Greene, 1955).  
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Figura 1.6 Distribuzione delle tre branche trigeminali nel ratto. 
 
 
1.1.5 La stimolazione del nervo trigemino e i suoi effetti 
 
L’area facciale è un’importante fonte di potenti riflessi autonomici che 
coinvolgono vari sistemi, incluso il sistema cardiovascolare (Schaller et al., 2009). 
Questi riflessi sono collettivamente conosciuti come riflessi trigemino-cardiaci 
(TCR), dato che le loro branche afferenti sono rappresentate dalle fibre 
trigeminali. I più conosciuti sono il riflesso da immersione, il riflesso oculo-
cardiaco e i riflessi cardiovascolari indotti da manipolazioni maxillo-facciali. Il 
riflesso da immersione è innescato dal contatto dell’acqua fredda con la pelle del 
viso (Heath and Downey, 1990) e/o con la mucosa nasale (McCulloch et al., 
1999). Il riflesso oculo-cardiaco è innescato dalla stimolazione meccanica delle 
strutture orbitali (Van Brocklin et al., 1982) e induce attivazione vagale 
(bradicardia) (Arnold, 1999). Altri riflessi trigemino-cardiaci, principalmente di 
interesse anestesiologico, sono innescati da manipolazioni chirurgiche delle 
strutture profonde del volto nella chirurgia maxillo-facciale o neurochirurgia del 
tronco encefalico e possono indurre bradicardia (fino all’asistolia), apnea e 
ipermotilità gastrica (Schaller, 2004, 2007; Schaller et al., 1999, 2009; Schein et 
al., 2009; Lubbers et al., 2010). 
         A livello cerebrale TCR è espressione di un riflesso neurogeno centrale che 
porta a una rapida vasodilatazione cerebrovascolare generata dall’eccitazione dei 
neuroni del midollo allungato ventrolaterale rostrale. Attraverso questa risposta 
fisiologica, sia la circolazione sistemica che quella cerebrale sono finemente 
regolate (Sandu et al., 2010). Recentemente è stato visto nell’uomo come 
un’apertura sub massimale della bocca, ottenuta per dieci minuti applicando un 
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divaricatore tra i denti incisivi superiori ed inferiori, associato a parziali 
movimenti masticatori, induca una duratura riduzione della pressione sanguigna e 
della frequenza cardiaca (Brunelli et al., 2012) di circa il 10%.  
         I risultati ottenuti nell’uomo sono stati successivamente confermati nel ratto 
in cui è stato visto che un’estensione mandibolare (EM) passiva determina una 
prolungata e stabile riduzione della pressione arteriosa e della frequenza cardiaca.  
In questi esperimenti, precedenti al nostro studio, sono state messe in 
evidenza due distinte fasi nella risposta cardiovascolare ad EM: una prima 
risposta concomitante con EM, e una seconda successiva e prolungata nel tempo 
che inizia dopo EM. Entrambe queste risposte sono state abolite dalla dissezione 
del nervo trigemino, indicando che le afferenze trigeminali sono coinvolte nel 
fenomeno. 
Inoltre, la stimolazione del nervo trigemino indotta da EM produce una 
risposta bifasica delle arteriole piali che mostrano un decremento del diametro 
durante EM seguito da un pronunciato aumento nel periodo di osservazione post 
EM. A livello cerebrale gli effetti di EM sono stati valutati a livello delle arteriole 
con diametro medio 21,7 ± 1,0 µm che rappresentano i principali siti di 
regolazione e di ridistribuzione del flusso ematico ai capillari e quindi al tessuto 
nervoso. 
         Gli effetti di EM sul microcircolo piale del ratto sono stati analizzati 
valutando le variazioni del diametro delle arteriole che irrorano l’area della 
corteccia parietale dove proiettano la maggior parte delle afferenze trigeminali.  
         Per quanto riguarda la pressione media arteriosa (PAm) e la frequenza 
cardiaca (FC) la durata di EM sembra influenzare sia la riposta concomitante ad 
EM sia la risposta successiva ad EM.  
La risposta concomitante ad EM è risultata caratterizzata da un decremento 
di PAm e FC per durate di stimolazione crescenti fino a 10 minuti, senza ulteriori 
riduzioni per durate superiori (15 minuti). Per la risposta successiva ad EM, uno 
stimolo della durata di 10 minuti è risultato necessario per ottenere un decremento 
massimale e persistente di PAm e FC. 
         Nel microcircolo piale il fenomeno è ancora più complesso. La risposta 
concomitante ad EM è risultata caratterizzata da una vasocostrizione che già si 
manifestava dopo 5 minuti di EM e diveniva massima dopo 10 minuti di EM. 
Immediatamente dopo EM, invece, si è osservata una vasodilatazione il cui time 
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course è risultato dipendente dalla durata di EM: infatti per una EM di 5 minuti 
l’effetto vasodilatatore persisteva per circa 40 minuti e quindi gradualmente 
decadeva, mentre per EM di durata superiore ai 5 minuti la vasodilatazione 
perdurava fino a 140 minuti. 
         Questa risposta bifasica alla stimolazione del nervo trigemino indotta da EM 
del microcircolo piale è sorprendente. Infatti, un abbassamento della pressione 
sistemica è generalmente accompagnato da una vasodilatazione delle arteriole 
piali. Tuttavia in questo modello, una riduzione di PAm e FC durante EM era 
associata ad una vasocostrizione (piuttosto che ad una vasodilatazione) seguita da 
una prolungata vasodilatazione delle arteriole piali dopo rimozione di EM. È stato 
possibile ipotizzare che la vasocostrizione durante EM sia dovuta all’attivazione 
di afferenze nocicettive che causano la liberazione di mediatori vasocostrittori 
come gli esperimenti condotti in ratti iniettati con naloxone, un inibitore dei 
nocicettori, sembrano suggerire. Infatti, la somministrazione di naloxone bloccava 
l’effetto vasocostrittore di EM e le arteriole piali rispondevano all’abbassamento 
di PAm con una vasodilatazione secondo i meccanismi di autoregolazione del 
microcircolo piale.  
         Ad oggi, i meccanismi alla base della vasodilatazione dei vasi cerebrali 
associata alla stimolazione del nervo trigemino sono ancora poco conosciuti. La 
risposta vasodilatatrice alla stimolazione trigeminale potrebbe essere dovuta ad un 
decremento nella scarica delle fibre simpatiche o ad un rilascio di sostanze 
vasodilatanti derivate ad esempio dall’endotelio quali il monossido di azoto (NO) 
e il fattore iperpolarizzante di derivazione endoteliale (EDHF).   
L’inibizione della NO sintetasi attraverso la somministrazione locale o in 
vena di L-NAME 10 minuti prima di una EM della durata di 10 minuti, ha abolito 
completamente la vasodilatazione osservata nel periodo post EM, mentre, PAm e 
FC rimanevano ridotte, suggerendo il coinvolgimento di NO nel fenomeno. 
         In conclusione, questi dati indicano che la stimolazione del nervo trigemino 
indotta da EM produce una risposta ipotensiva simile a quella osservata nell’uomo 
(Brunelli et al., 2012) e una caratteristica regolazione del tono delle arteriole piali 
innescata da specifici meccanismi che perdurano a lungo. Inoltre, poiché 
modificazioni a lungo termine sono supportate da fenomeni di plasticità sinaptica 
con coinvolgimento di specifici messaggeri, questo studio ha rappresentato la base 
per sviluppare l’indagine cellulare e molecolare presentata in questa tesi.  
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
 
Nell’uomo gli effetti mediati dalla stimolazione del nervo trigemino 
sembrano essere alla base dei fenomeni di ipotensione, bradicardia e ipermotilità 
gastrica riscontrati durante la manipolazione facciale e, in particolare, nella 
chirurgia maxillo-facciale. 
Nonostante tali effetti risultino rilevanti poco è conosciuto sui meccanismi 
fisiologici che ne sono alla base. Perciò, nei nostri laboratori è iniziato uno studio 
sugli effetti e sui meccanismi correlati ad una estensione mandibolare (EM) che 
induce la stimolazione dei rami mascellare e mandibolare del nervo trigemino nel 
modello animale del ratto. In ratti normotesi è stato osservato che 10 minuti di 
EM, determinano una riduzione della pressione arteriosa media (PAm) e della 
frequenza cardiaca (FC) che permane fino a 140 minuti dal termine di EM. 
Mentre questi dati sono paragonabili a quelli ottenuti in soggetti volontari studiati 
in clinica, il dato interessante emerso dallo studio condotto sul ratto è che, a 
livello cerebrale, 10 minuti di EM determinano una caratteristica regolazione del 
microcircolo piale. Infatti, è stata osservata una costrizione delle arteriole piali 
durante la fase di EM e una dilatazione subito dopo la rimozione del divaricatore 
mandibolare che permaneva per 140 minuti.  
Nella presente tesi sperimentale, sono stati analizzati quali siano i 
meccanismi molecolari coinvolti nella regolazione del microcircolo cerebrale. 
L’interesse è stato rivolto verso il principale mediatore della vasodilatazione, 
l’ossido nitrico (NO) rilasciato dalle cellule endoteliali in risposta a stimolazione 
meccanica della parete dei vasi e dai neuroni ed è stata valutata nel tempo 
l’espressione delle tre isoforme della NO sintetasi (eNOS, iNOS, nNOS) a livello 
cerebrale.  
Complessivamente i dati ottenuti indicano come EM sia una pratica non 
invasiva in grado di regolare i parametri cardiocircolatori e il flusso ematico 
cerebrale.  
Al fine di applicare tale metodica nel controllo cardiovascolare sia in 
condizioni fisiologiche che patologiche, attraverso l’applicazione di protocolli 
sperimentali non invasivi, in questo studio sono stati valutati anche gli effetti di 
EM ripetute in ratti normotesi.  
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3. MATERIALI E METODI 
 
 
3.1 Animali 
 
           Tutti gli animali utilizzati sono stati trattati secondo le norme dettate dalla 
Guida per la sicurezza e l’uso degli animali da Laboratorio (NIH pubblicazione n. 
86-23, riesaminata nel 1985), dal Comitato Etico Universitario Locale e secondo 
la direttiva della Comunità Europea n. 609/86.  
 Gli esperimenti sono stati condotti su ratti maschi adulti del ceppo Wistar 
del peso di 250 – 300 g. La scelta di utilizzare ratti Wistar è stata dettata dal fatto 
che il loro microcircolo piale è stato caratterizzato geometricamente in uno studio 
precedentemente condotto da Lapi e collaboratori (Lapi et al., 2008a), pertanto la 
conoscenza delle caratteristiche del network piale ha consentito di studiare gli 
effetti dell’estensione mandibolare (EM) in ogni singolo vaso. 
              I ratti sono stati stabulati a temperatura (24 ± 1 °C) ed umidità (60 ± 5%) 
costanti con libero accesso ad acqua e cibo, e sottoposti ad un ciclo circadiano 
artificiale luce-buio di 12 ore (12 ore di luce / 12 ore di buio). 
 Per lo studio in vivo dei parametri vascolari, per la valutazione 
dell’espressione genica delle tre isoforme della sintetasi dell’ossido nitrico 
(eNOS, iNOS e nNOS) e per l’analisi dell’espressione proteica di eNOS, iNOS e 
nNOS sono stati utilizzati ratti sottoposti a singola EM. Dieci ratti, suddivisi 
casualmente in un gruppo di controllo (n = 5) e in un gruppo sottoposto a singola 
EM (n = 5) sono stati utilizzati per lo studio in vivo, 15 ratti per l’analisi 
dell’espressione genica e 6 per la valutazione dell’espressione proteica.  
Per la valutazione dell’espressione genica delle tre isoforme eNOS, iNOS 
e nNOS sono stati ottenuti omogenati di corteccia parietale dai cervelli dei 15 ratti 
utilizzati così suddivisi: 3 ratti sono stati sacrificati durante il periodo di 
osservazione basale, 3 ratti dopo 10 minuti di EM, 3 ratti dopo 1 ora da EM, 3 
ratti dopo 2 ore da EM e 3 ratti dopo 3 ore da EM. 
Per l’analisi dell’espressione proteica di eNOS, iNOS e nNOS dai 6 ratti 
utilizzati sono stati ottenuti omogenati di corteccia parietale: 3 ratti sono stati 
sacrificati durante il periodo di osservazione basale e 3 ratti dopo 2 ore da EM. 
Sono stati infine utilizzati 15 ratti suddivisi casualmente in un gruppo di 
controllo (n = 5) e in un gruppo sperimentale (n = 10) sottoposto a doppia EM. 
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Tutti i ratti studiati sono stati sottoposti ad osservazione in vivo del microcircolo 
piale e a registrazione di PAm (vedi paragrafo 3.3) ed acquisizione di tracciato 
elettrocardiografico (ECG).  
 
3.2 Sostanze 
 
             Tutte le sostanze utilizzate, salvo diversa indicazione, sono state 
acquistate dalla Sigma Aldrich (Milano, Italia).  
           Per indurre anestesia negli animali è stato iniettato per via intraperitoneale 
α-cloralosio al dosaggio di 50 mg/Kg di peso corporeo miscelato con uretano al 
dosaggio di 600 mg/Kg di peso corporeo in 0,4 ml di soluzione fisiologica (sodio 
cloruro 0,9%: 1000 ml contengono: 9,00 g di sodio cloruro, Na+ 154 mEq/l, Cl- 
154 mEq/l e acqua per preparazioni iniettabili. pH: 4,5 – 7,0. Osmolarità: ~ 308 
mOsm/l). Durante gli esperimenti, per mantenere l’animale anestetizzato, è stato 
iniettato, ogni 50 minuti, in vena femorale il solo uretano, anestetico di 
mantenimento. 
Il tracciante fluorescente utilizzato è l’isotiocianato di fluoresceina legato a 
destrano (FITC) di peso molecolare 70 KD, che è stato somministrato per via 
endovenosa al dosaggio di 50 mg/100g di peso corporeo disciolto in 0,5 ml di 
soluzione fisiologica, all’inizio di ogni esperimento e successivamente circa ogni 
2 ore.  
Infine, il liquido cerebrospinale artificiale (CSF) aveva la seguente 
composizione (in mM): 119.0 di NaCl, 2.5 di KCl, 1.3 di MgSO4·7H2, O, 1 di 
NaH2PO4, 26.2 di NaHCO3, 2.5 di CaCl2 e 11.0 di glucosio. Nel CSF è stata fatta 
gorgogliare una miscela gassosa contenente O2 al 10.0%, CO2 al 6.0% e N2 al 
84.0%; pH 7.38 ± 0.02. La temperatura di CSF è stata mantenuta costante a 37.0 ± 
0.5 °C.  
 
3.3 Procedura sperimentale  
 
I ratti sono stati anestetizzati con iniezione intraperitoneale di α-cloralosio 
e uretano e successivamente tracheotomizzati e intubati. È stata cateterizzata la 
vena femorale per l’iniezione del tracciante fluorescente e dell’anestetico di 
mantenimento. Un secondo catetere è stato posto nell’arteria femorale per 
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misurare la pressione arteriosa sistemica. La temperatura corporea dell’animale è 
stata mantenuta a 37 ± 0.5 °C tenendo immobilizzato il ratto durante 
l’esperimento su uno speciale supporto stereotassico riscaldato. L’osservazione 
del microcircolo piale è stata effettuata attraverso una finestra cranica (4 mm x 5 
mm) localizzata a livello dell’osso parietale (1,5 mm posteriormente al bregma e 3 
mm dalla linea mediana), secondo la metodica descritta precedentemente da 
Mayhan e Heistad (1985). In breve, sotto anestesia, è stata fatta un’incisione di 1 
cm nella cute in modo da esporre il cranio. I lembi cutanei sono stati retratti 
tramite suture, così da formare un pozzetto per il liquido di perfusione. Due 
condotti, uno di immissione e uno di scarico, mantenevano un flusso e un deflusso 
costante di CSF che bagnava così in modo omogeneo la superficie cerebrale per 
tutta la durata dell’esperimento. Infine, è stata fatta la craniotomia ed è stata incisa 
la dura madre: in questo modo sono stati esposti i vasi piali.  
Tutti i ratti utilizzati per lo studio in vivo sono stati sottoposti per l’intera 
durata dell’esperimento alla registrazione di ECG, utilizzando un apposito 
elettrocardiografo connesso a software (PulseViewer 2.9.10, Fisiologia Clinica, 
CNR, Pisa) che rileva l’attività cardiaca dell’animale mediante l’applicazione di 
quattro elettrodi posizionati secondo le tre derivazioni di Heinthoven. Dal 
tracciato ECGrafico è stata misurata la frequenza cardiaca (FC). È stata registrata 
la pressione arteriosa media (PAm) mediante un sistema elettronico (Viggo-
Spectramed P10E2 trasducer Oxnard, CA, USA) connesso al catetere posto in 
arteria femorale ed espressa come media aritmetica tra la pressione diastolica e 
quella sistolica.  
Tutti i ratti utilizzati sono stati sottoposti ad osservazione basale per 30 minuti: 
ogni 10 minuti sono state misurate PAm e FC, e dalla media delle tre osservazioni 
sono stati ricavati i valori basali. Per la caratterizzazione geometrica delle arteriole 
del microcircolo piale in base al diametro, alla lunghezza e al numero delle 
ramificazioni secondo il metodo centripeto di Strahler, (Strahler 1952; Kassab et 
al., 1993; Lapi et al., 2008b), i dati sono stati ottenuti da acquisizioni eseguite per 
1 minuto ogni 5 minuti. In breve sono state identificate prima le arteriole terminali 
(ordine 1), che danno origine ai capillari, a cui è stato assegnato l’ordine 0; 
successivamente, sono state individuate le arteriole di ordine superiore (Fig. 3.1 e 
Tab. 3.1). In ciascun animale sono state studiate una arteriola di ordine 4, due di 
ordine 3 e due di ordine 2. 
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Figura 3.1. Visualizzazione in microscopia in 
fluorescenza del microcircolo piale con i diversi ordini 
arteriolari.  
 
 
Tabella 3.1  Numero, diametro e lunghezza delle arteriole di 
ciascun ordine in 15 ratti. 
  Ordine     Arteriole        Diametro        Lunghezza 
                       N                   µm                  µm                  N               
 
5 
4 
3 
2 
1 
 
     10            60,4 ± 2,2*     1.112 ± 30            15          
     45            43,2 ± 2,0*         890 ± 23           15            
     80            33,5 ± 1,5*         502 ± 16           15            
     97            21,7 ± 1,0*         337 ± 12           15           
     83            16,6 ± 0,8*         148 ±   9           15            
ANOVA per misure ripetute, Bonferroni post hoc test. * p < 0,01 vs 
differenti ordini di arteriole 
 
   
Una volta identificati i vasi in studio, l’osservazione e la misura dei 
parametri geometrici è stata condotta su acquisizioni di 1 minuto ottenute ogni 10 
minuti in tutte le successive fasi sperimentali. 
Successivamente, gli animali sono stati sottoposti ad EM ottenuta con uno 
speciale divaricatore a forma di U posto tra le due arcate dentali (superiore ed 
inferiore) del ratto. Il divaricatore è stato appositamente costruito e consisteva di 
due sottili lamine ricoperte con silicone (Sylgard, Dow Corning, Midland, MI) 
unite da una molla regolabile. Il grado di EM è stato fissato al limite massimo 
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dell'apertura della bocca in modo da non causare alcun affaticamento muscolare. 
L’affaticamento muscolare è stato valutato in esperimenti pilota dove i ratti sono 
stati sottoposti a diversi gradi di apertura della bocca e attraverso 
l’elettromiografia è stata valutata la tensione dei muscoli masseteri e temporali 
anteriori. 
Sono stati applicati tre differenti protocolli sperimentali, riassunti in figura 
3.2.  
 
 
Figura 3.2: Protocolli sperimentali utilizzati per gli esperimenti in vivo. A: 
protocollo di singola EM; B: protocollo di doppia EM; C: protocollo di controllo. 
 
Il protocollo A descritto in figura, corrisponde al protocollo di singola EM 
già utilizzato in precedenza, dove al periodo di osservazione basale di 30 minuti fa 
seguito EM della durata di 10 minuti e quindi un periodo di osservazione di 
Post EM1 Post EM2 EM1 EM2 
Osservazione 
Basale 2 
Somministrazione  
FITC 
160 min 10 min 240 min 30 min 
420 min 
Osservazione 
basale 
Osservazione 
Basale 1 
B 
C 
10 min 10 min 
Somministrazione  
FITC 
Somministrazione  
FITC 
Somministrazione  
FITC 
Somministrazione  
FITC 
Somministrazione  
FITC 
Somministrazione 
FITC 
Osservazione 
basale 
EM Post EM 
 10 min 160 min 
Somministrazione 
FITC 
A 
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almeno 160 minuti. Nel protocollo B il periodo post EM1 corrisponde al tempo 
necessario al recupero dei parametri emodinamici modificati dalla prima EM 
(EM1). Una volta recuperata la condizione basale, è stato condotto ancora un 
periodo di osservazione di 10 minuti (osservazione basale 2) e quindi indotta per 
la seconda volta EM (EM2). Il periodo post EM2 per tutti gli animali è durato 240 
minuti. Il protocollo C, rappresenta il protocollo di controllo, nel quale nei ratti 
sottoposti alla sola procedura chirurgica, sono stati misurati i parametri 
cardiovascolari per un periodo corrispondente all’intera durata del protocollo B. 
 
3.4 Microscopia in fluorescenza 
 
Il microcircolo piale è stato osservato attraverso una tecnica di 
microscopia in fluorescenza utilizzando il tracciante FITC (lunghezza d’onda di 
eccitazione (λ eccitazione) = 450-470 nm e lunghezza d’onda emissione (λ 
emissione = 510-520 nm), somministrato per via endovenosa al’inizio 
dell’esperimento e successivamente circa ogni due ore. È stato impiegato un 
microscopio Leitz Orthoplan, che consente l’osservazione in luce incidente con 
sistema Ploemopak. Sul cammino ottico della luce fornita da una lampada al 
mercurio di 10W (OSRAM), sono stati inseriti filtri appropriati alle caratteristiche 
spettrali di FITC (filtri Leitz N1) e un filtro di calore (Leitz KG1). Un filtro di 
sbarramento (510 nm) è stato posto tra l’obiettivo e la coppia di oculari x10. Le 
immagini del campo microvascolare sono state riprese con obiettivi Leitz a lunga 
distanza, inviate ad una telecamera digitale ad alto guadagno luminoso (DAGE 
MTI 300E-RC), visualizzate su monitor Sony PVM 122 CE e registrate con un 
videoregistratore Sony SLV-SX 800 (Fig. 3.3) per l’analisi successiva condotta 
off-line mediante un sistema computerizzato appositamente realizzato (MIP-CNR 
Istituto di Fisiologia Clinica, Pisa). 
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Figura 3.3. Apparato per la visualizzazione del microcircolo cerebrale. 
A: Microscopio a fluorescenza. B: immagine del preparato utilizzato in 
cui si notano i cateteri in arteria e vena femorale rispettivamente; C: 
finestra cranica aperta a livello dell’osso parietale.  
 
 
3.5 Esperimenti di biologia molecolare 
 
Per la valutazione dell’espressione genica delle tre isoforme della sintetasi 
dell’ossido nitrico (eNOS, iNOS e nNOS) si è effettuata una analisi di tipo 
quantitativo, utilizzando la PCR real-time, dopo aver proceduto ad estrazione 
dell’RNA totale e retro-trascrizione di questo materiale.  
I ratti utilizzati per l’analisi sono stati sottoposti a singola EM e sacrificati 
o durante il periodo di osservazione basale, o dopo 10 minuti di EM o dopo 1, 2 o 
3 ore da EM secondo il protocollo illustrato in figura 3.4. 
A 
B 
C 
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Figura 3.4: Protocollo sperimentale utilizzato per l’analisi dell’espressione 
genica. 
 
Anche per l’analisi della sintesi proteica di eNOS, iNOS e nNOS sono stati 
utilizzati ratti sottoposti a singola EM secondo lo schema di figura. 3.4. 
Gli animali sono stati sacrificati per decapitazione, e i cervelli da cui sono stati 
ottenuti gli omogenati sono stati rapidamente rimossi in ghiaccio.  
 
3.6 PCR Real-Time 
 
L'RNA totale è stato estratto in gradiente di ClCs; il cDNA è stato 
retrotrascritto utilizzando il kit iScript Select (Bio-Rad, Milano, Italia). 
             I primers utilizzati sono stati costruiti utilizzando il software Beacon 
Designer 7 (Bio-Rad, Milano, Italia) e sono elencati nella tabella 3.2.  
Per la reazione di PCR sono stati preparati 15 microlitri di mastermix utilizzando 
7,5 ml iQ SYBR Green Supermix (200 mM dNTP, 5 mM MgCl2, 3,75 U iTaqTM 
DNA polimerasi), 0,5 µg / µL di cDNA, 300 nM di ciascun primer e RNase-free 
H2O.  
La PCR è stata eseguita in due step: la denaturazione è avvenuta a 95°C 
per 3 minuti, mentre l’amplificazione e la quantificazione rispettivamente a 95°C 
per 10 secondi e a 55°C per 60 secondi, tutto il programma è stato ripetuto 40 
volte. La fluorescenza è stata letta durante la reazione, seguendo il monitoraggio 
in continuo della quantità di prodotti di PCR. Preventivamente è stata valutata 
l’efficienza di amplificazione dei primers secondo il protocollo indicato dalla 
ditta. Ogni gene bersaglio è stato caricato con la gliceraldeide 3-fosfato 
deidrogenasi (G3PDH), usato come gene di controllo essendo costitutivamente 
Somministrazione 
FITC 
EM Post EM 
30 min 10 min 1 ora 1 ora 1 ora 
2 ore 
3 ore 
Dissezione 
cervello 
Dissezione 
cervello 
 Dissezione 
cervello 
Dissezione 
cervello 
Osservazione 
basale 
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espresso e non mostrando variazioni di espressione nel protocollo sperimentale 
utilizzato, come saggiato in esperimenti preliminari. 
 
Tabella 3.2 Elenco dei primers utilizzati. 
     
 
            La valutazione relativa dei cambiamenti nell’espressione è stata effettuata 
tramite il metodo del 2-∆∆CT normalizzando i livelli di espressione di ciascun 
gene target rispetto al gene G3PDH.  
Questo metodo presuppone che sia il target che il reference siano 
amplificati con una efficienza prossima al 100% e con un range di tolleranza del 
5%. Tutte le reazioni sono avvenute in triplicato e i dati sono stati rappresentati 
nei grafici come medie ± E.S. 
 
3.7 Estrazione proteica 
 
 Gli esperimenti di Western blotting sono stati eseguiti usando estratti di 
proteine totali ottenuti dalle aree cerebrali appartenenti alla corteccia parietale. 
I tessuti cerebrali sono stati omogeneizzati in 300 µl di cell lysis buffer contenente 
Hepes 20 mM a pH 7.4, NaN3 1.0 mM, Triton X 1%, Na3VO4 0.2 mM, NaF 50 
mM, il tutto integrato con inibitori di proteasi/fosfatasi. Gli omogenati ottenuti 
sono stati centrifugati a 7.000 rpm per 40 minuti a 4°C, il sopranatante è stato 
raccolto ed è stata determinata la concentrazione proteica usando il metodo di 
Lowry. 
 
 
 
Nome del 
gene 
Primer 
F: Forward 
R: Reverse 
Numero di accesso 
eNOS F: TGGATCTAGACACCCGGACAAC 
R: GTCACTTTGGCCAGCTGGTAA 
NM_021838.2 
iNOS F: GAAAGCGGTGTTCTTTGCTTCT  
R: CGCTTCCGACTTTCCTGTCAA 
NM_012611.3 
nNOS F: TCATCATCTCAGACCTGATTCGA 
R: TCTACCAAGGGGCGACCGT 
NM_052799.1 
G3PDH F: GCTCTCTGCTCCTCCCTGTTC 
R:CGACCTTCACCATCTTGTCTATGA 
NM_017008.4 
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3.8 Western blotting 
 
            50 µg di proteine totali sono stati caricati su SDS-PAGE in condizioni 
denaturanti e riducenti. L’elettroforesi è stata effettuata secondo la modalità 
proposta da Leammli; sono stati usati gel di separazione all’8% di 
poliacrilammide e gel di impaccamento al 5%. Le proteine sono state trasferite su 
membrane di nitrocellulosa Hybond ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Italy) 
mediante elettroblotting a 100V per 1h a 4°C, in tampone di trasferimento (Tris-
HCl 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3, metanolo 20 %). Successivamente i filtri 
sono stati sottoposti a blocking per 1h a temperatura ambiente, in TBS (Tris Buffer 
Saline) 1X, 0.1% Tween 20, proteine del latte 5% (Bio-Rad) e poi incubati per 
tutta la notte a 4°C con anticorpo primario policlonale anti-eNOS, n NOS e iNOS 
(Santa Cruz) diluito 1:500 in TBS 1X, 0.1% Tween 20 e proteine del latte 3%. 
Dopo 3 lavaggi rispettivamente di 15, 10 e 5 minuti in TBS 1X, 0.1% Tween 20, i 
filtri sono stati incubati per 60 minuti a temperatura ambiente con l’anticorpo 
secondario anti IgG di coniglio marcato con perossidasi di rafano (Amersham 
Pharmacia Biotech UK Limited), diluito 1: 2000 in TBS 1X, 0,1% Tween 20 e 
proteine del latte 3%. Infine sono stati effettuati altri 3 lavaggi in TBS-Tween 
0,1%. La rilevazione delle proteine è stata effettuata mediante il kit “ECL” 
(Amersham) e l’analisi quantitativa della densità di ciascuna banda è stata 
effettuata mediante Cheni Doc Imaging sistem, (Bio-Rad).  
 
3.9 Analisi della vasomotilità arteriolare 
 
 È stata infine eseguita una valutazione delle variazioni ritmiche del diametro 
delle arteriole piali con una metodica computerizzata basata sulla trasformata di 
Fourier, che permette l’identificazione delle componenti di frequenza nei tracciati 
di variazione di diametro 
 
3.10 Analisi dei dati  
 
I dati sono stati espressi come medie ± E.S. Dal momento che i dati sono 
risultati distribuiti normalmente secondo il metodo di Kolmogorov-Smirnov, le 
comparazioni entro i gruppi sono state eseguite con test parametrici (ANOVA per 
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misure ripetute, Dunnetts o Bonferroni post-hoc test e ANOVA a una via e Tukey 
post hoc test). La significatività statistica è stata fissata a p < 0,05. L’analisi è stata 
condotta con il software GraphPad Prism 4.0 Software Inc. San Diego CA. 
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4. RISULTATI 
 
 
 
4.1 Effetti di una singola estensione mandibolare 
 
Precedenti esperimenti condotti in ratti normotesi hanno mostrato che 10 
minuti di EM inducevano significative variazioni del flusso ematico a livello 
cerebrale accompagnate da altrettanti cambiamenti significativi di PAm e di FC. 
In esperimenti da noi condotti per confermare tali risultati, abbiamo osservato che 
durante EM si ha una significativa vasocostrizione di tutti gli ordini delle arteriole 
piali che risultava più pronunciata nelle arteriole di ordine 2: tali vasi passavano 
da un diametro medio basale di 22,50 ± 0,5 µm a 17,10 ± 0,4 µm a fine EM 
(ANOVA a una via per misure ripetute, F7,31 = 114,4, p < 0,0001, Dunnett’s post 
hoc test p < 0,01). Nel periodo post EM le arteriole presentavano una marcata 
vasodilatazione (27,90 ± 0,9 µm; p < 0,01) che si manteneva per tutti i 160 minuti 
di osservazione (Tab. 4.1). Entro questo tempo, invece PAm e FC recuperavano il 
valore basale. Infatti si è osservata una progressiva e significativa riduzione di 
PAm da 116,2 ± 2,5 mmHg a 101,3 ± 2,2 mmHg alla fine di EM (ANOVA a una 
via per misure ripetute, F7,39 = 47,20, p < 0,0001, Dunnett’s post hoc test p < 0,01) 
e di FC da 307,1 ± 7,9 bpm a 241,7 ± 10,3 bpm (ANOVA a una via per misure 
ripetute, F7,39 = 33,09, p < 0,0001, Dunnett’s post hoc test p < 0,01). PAm e FC 
mantenevano valori significativamente più bassi del valore basale fino a circa 140 
minuti post EM (PAm = 103,8 ± 5,1 mmHg, p < 0,01; FC = 281,2 ± 9,9 bpm, p < 
0,01) per poi recuperare il valore basale a 160 minuti (PAm = 116,6 ± 2,6 mmHg, 
p > 0,05; FC = 307,6 ± 7,7 bpm, p > 0,05) (Tab. 4.1).  
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Tabella 4.1. Variazioni nel tempo della pressione arteriosa media, della frequenza 
cardiaca e del diametro medio delle arteriole di ordine 2. 
 
I dati sono riportati come medie ± ES. * p < 0,01 vs. basale 1 
 
 
Dai dati ottenuti è emerso un effetto prolungato di una singola EM sulla 
regolazione del tono vascolare delle arteriole piali. Pertanto, sono stati studiati i 
meccanismi responsabili di tale effetto. 
Sono state analizzate le oscillazioni ritmiche del diametro delle arteriole 
piali su spezzoni di segnale di almeno 30 minuti durante il periodo di 
osservazione basale e durante i 160 minuti post EM, utilizzando la trasformata 
rapida di Fourier. Ciò ha consentito di evidenziare oscillazioni a bassissima 
frequenza che possono essere correlate all’attività endoteliale (< 0,01 Hz) e 
oscillazioni a frequenza maggiore relative all’attività miogena (0,04 - 0,20 Hz) e 
all’attività neurogena (0,02 - 0,04 Hz). L’analisi delle oscillazioni ritmiche del 
diametro condotta nelle arteriole di ordine 2 ha mostrato variazioni della 
componente a bassissima frequenza dopo 10 minuti di EM rispetto alle condizioni 
basali (Fig. 4.1A). EM ha quindi determinato un aumento dell’ampiezza 
dell’oscillazione correlata all’attività endoteliale che durava per 160 minuti post 
EM (Fig. 4.1B). 
 
 
 
 
 
Fasi  
sperimentali 
Tempo 
(min) 
PAm 
(mmHg) 
FC 
(bpm) 
Diametro 
arteriole ordine 2 
(µm) 
Basale 1 0 116,2 ± 2,5 307,1 ± 7,9 22,5 ± 0,5 
EM1 10 101,3 ± 2,2* 241,7 ± 10,3* 17,1 ± 0,4* 
10 96,3 ± 2,1* 242,7 ± 9,6* 26,8 ± 0,2* 
20 94,2 ± 2,0* 246,0 ± 12,5* 27,3 ± 0,2* 
30 95,6 ± 2,2* 255,3 ± 8,7* 28,0 ± 0,6* 
140 103,8 ± 5,1* 281,2 ± 9,9* 27,9 ± 0,9* 
150 115,2 ± 2,4 301,7 ± 8,6 27,9 ± 0,4* 
 
 
Post EM1 
160 116,6 ± 2,6 307,6 ± 7,7 27,3 ± 0,1* 
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Figura 4.1 Variazioni ritmiche del diametro in una arteriola di ordine 2 (in 
alto) e spettro di potenza tempo dipendente (PSD: µm2/Hz) (in basso) in un 
ratto normoteso. A: in condizioni basali; B: nel periodo post EM1. 
 
 
A 
B 
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4.2 Effetti di una singola estensione mandibolare sull’espressione di eNOS 
 
I dati precedentemente descritti hanno dimostrato che EM determina una 
significativa dilatazione delle arteriole piali sostenuta da un aumento dell’attività 
dell’endotelio. Uno dei principali mediatori della vasodilatazione arteriolare è 
l’ossido nitrico (NO) che può essere liberato dalle cellule endoteliali in risposta a 
variazioni emodinamiche, dai neuroni in risposta ad aumento della loro attività e 
dall’azione della iNOS in risposta a fenomeni infiammatori.  
È stata valutata l’espressione genica delle tre isoforme di NOS durante il 
periodo di osservazione basale, alla fine di EM e a 1, 2 e 3 ore durante il periodo 
post EM utilizzando qRT-PCR. I risultati sono stati riassunti in figura 4.2 dove i 
livelli dei trascritti sono espressi come rapporto tra il livello del gene target verso 
il gene considerato come housekeeping (G3PDH) normalizzato al livello 
dell’housekeeping in tutti i gruppi di animali considerati. Figura 4.2A mostra che 
EM non modificava significativamente l’espressione del gene che codifica per 
nNOS (basale: 1 ± 0,010; alla fine di EM: 1,38 ± 0,214; 1ora post EM: 1,223 ± 
0,129; 2 ore post EM: 1,49 ± 0,129; 3 ore post EM: 1,405 ± 0,100; ANOVA a una 
via per misure ripetute, F4,59 = 2,095, p = 0,094), mentre determinava un 
significativo aumento dell’espressione del gene per eNOS a 2 ore post EM (Fig. 
4.2B; basale: 1 ± 0,025; alla fine di EM: 1,098 ± 0,089; 1ora post EM: 1,100 ± 
0,167; 2 ore post EM: 1,714 ± 0,250; 3 ore post EM: 1,320 ± 0,231; ANOVA a 
una via per misure ripetute, F4,59 = 2,685, p = 0,045, Tukey’s multiple 
comparisons test, p < 0,05 basale vs 2 ore post EM). Per quanto riguarda 
l’espressione genica di iNOS (Fig. 4.2C) i dati ottenuti mostrano che i livelli 
rimanevano significativamente più bassi rispetto al basale a tutti i tempi 
considerati (basale: 1 ± 0,068; alla fine di EM: 0,668 ± 0,077; 1 ora post EM: 
0,792 ± 0,092; 2 ore post EM: 0,828 ± 0,068; 3 ore post EM: 0,790 ± 0,066; 
ANOVA a una via per misure ripetute, F4,59 = 5,735, p = 0,001, Tukey’s multiple 
comparisons test, p < 0,05 per tutti i tempi rispetto al basale). 
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Figura 4.2 Espressione genica delle tre isoforme di NOS. A: 
nNOS; B: eNOS; C: iNOS. 
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Per valutare se l’aumento dell’espressione genica di eNOS fosse 
accompagnato da un aumento dell’espressione della proteina, è stata analizzata 
l’espressione di eNOS durante il periodo di osservazione basale e a 2 ore nel 
periodo post EM. I blots di figura 4.3B mostrano un incremento della sintesi di 
eNOS, mentre non si osservano variazioni di espressione della proteina β-tubulina 
utilizzata come controllo interno e delle proteine nNOS e iNOS. La densità ottica 
delle bande è stata normalizzata per il controllo e riportata sotto forma di Unità 
Arbitraria (U.A) in figura 4.3A dove si può osservare come l’espressione di eNOS 
sia significativamente aumentata a 2 ore post EM (1,70 ± 0,20 U.A.) rispetto alle 
condizioni basali (0,40 ± 0,10 U.A., ANOVA a una via per misure ripetute, F3,87 = 
2,354, p < 0,0001, Bonferroni post hoc test, p < 0,01). 
Questi dati confermano che la vasodilatazione indotta da EM è sostenuta 
da un rilascio di NO da parte delle cellule endoteliali delle arteriole piali. 
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Figura 4.3 Incremento dell’espressione proteica di eNOS a 2 ore da EM. A: 
istogramma delle densità ottiche normalizzate per il controllo e riportate in Unità 
arbitrarie (A.U.); B: blots; come housekeeping è stata utilizzata la β-tubulina.
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4.3 Effetti di estensione mandibolare ripetuta 
 
Poiché una singola EM ha prodotto importanti e significativi effetti 
cardiovascolari della durata di circa 3 ore ponendosi quindi come possibile 
metodica non invasiva per il controllo della pressione arteriosa e 
dell’emodinamica cerebrale, è sembrato interessante indagare gli effetti indotti da 
una ulteriore EM (EM2) della durata di 10 minuti effettuata dopo che i parametri 
vascolari ed emodinamici avevano recuperato il valore basale in seguito alla prima 
EM (EM1). 
In figura 4.4 e tabella 4.2 si può notare come la seconda EM abbia causato 
una significativa riduzione di PAm (101,5 ± 2,1 mmHg a fine EM2) dopo 
recupero dagli effetti della prima EM (basale 2, 117,4 ± 2,7 mmHg; (ANOVA a 
una via per misure ripetute, F21,109 = 84,25, p < 0,0001, Dunnett’s post hoc test p < 
0,01 rispetto a basale 2) per poi mantenersi a valori significativamente ridotti per 
le successive 4 ore di osservazione (post EM2, 94,1 ± 2,1 mmHg a 240 minuti, p 
< 0,01, Fig. 4.4A e Tab. 4.2). Lo stesso andamento è stato osservato per FC: EM2 
ha prodotto una significativa riduzione (259,3 ± 7,3 bpm a fine EM2) rispetto al 
basale 2 (309,3 ± 9,6 bpm; (ANOVA a una via per misure ripetute, F21,109 = 27,34, 
p < 0,0001, Dunnett’s post hoc test p < 0,01 rispetto a basale 2) che perdurava per 
tutte le 4 ore di osservazione post EM2 (258,0 ± 7,5 bpm a 240 minuti, p < 0,01, 
Fig. 4.4B e Tab. 4.2). 
A livello cerebrale durante e dopo EM2 il diametro medio di tutti gli ordini 
delle arteriole studiate si è mantenuto aumentato ai livelli indotti dalla prima EM. 
In figura 4.5 e tabella 4.2 è riportato l’andamento delle variazioni del diametro 
delle arteriole di ordine 2 che hanno mostrato un basale 1 = 22,50 ± 0,5 µm; 
basale 2 = 27,20 ± 0,3 µm; fine EM2 = 27,50 ± 0,4 µm; 240 minuti post EM2 = 
27,50 ± 0,3 µm (ANOVA a una via per misure ripetute, F21,87 = 152,0, p < 0,0001, 
Dunnett’s post hoc test p < 0,01 vs basale 1 per tutti i tempi considerati). 
Animali che sono stati sottoposti alla sola procedura chirurgica ma non ad 
EM non hanno mostrato variazioni dei parametri cardiovascolari per tutte le 8 ore 
di osservazione. Infatti PAm si è mantenuta attorno al valore basale di 117,55 ± 
0,12 mmHg (Fig. 4.6A), così come FC ha oscillato intorno al valore di 308,88 ± 
0,20 bpm (Fig. 4.6B) e il diametro delle arteriole di ordine 2 ha mantenuto un 
valore medio di 23,35 ± 0,04 µm (Fig. 4.6C). 
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TABELLA 4.2. Variazioni nel tempo di PAm, FC e del diametro medio delle 
arteriole di ordine 2 registrate negli esperimenti di doppia EM. 
 
Fasi  
sperimentali 
Tempo 
(min) 
PAm 
(mmHg) 
FC 
(bpm) 
Diametro arteriole 
ordine 2 
(µm) 
Basale 1 0 117,0 ± 3,1 310,1 ± 9,5 22,6 ± 0,9 
EM1 10 102,1 ± 2,7* 245,7 ± 12,3* 17,4 ± 0,6* 
10 97,0 ± 2,5* 247,0 ± 11,0* 26,9 ± 0,4* 
20 97,7 ± 2,5* 251,3 ± 14,5* 27,4 ± 0,3* 
30 96,3 ± 2,8* 262,9 ± 5,5* 27,9 ± 1,1* 
140 101,7 ± 6,1* 288,8 ± 8,2* 27,9 ± 1,6* 
150 115,8 ± 3,0 307,1 ± 8,7 27,9 ± 0,8* 
 
 
Post EM1 
160 117,3 ± 3,2 310,4 ± 9,2 27,4 ± 0,1* 
Basale 2 0 117,4 ± 2,7 309,3 ± 9,6 27,2 ± 0,3* 
EM2 10 101,5 ± 2,1* 259,3 ± 7,3* 27,5 ± 0,4* 
20 101,2 ± 2,4* 258,3 ± 6,9* 27,7 ± 0,3* 
40 97,1 ± 2,4* 259,3 ± 7,2* 27,8 ± 0,7* 
60 98,8 ± 2,1* 258,7 ± 7,0* 28,1 ± 0,5* 
80 95,9 ± 2,2* 259,4 ± 7,4* 27,7 ± 0,5* 
100 96,8 ± 2,2* 259,6 ± 7,3* 27,6 ± 0,4* 
120 96,2 ± 2,1* 258,3 ± 6,8* 27,7 ± 0,4* 
140 95,6 ± 2,1* 259,1 ± 6,9* 27,9 ± 0,4* 
160 95,7 ± 2,2* 258,9 ± 6,9* 28,1 ± 0,6* 
180 95,6 ± 2,2* 258,5 ± 6,7* 27,5 ± 0,6* 
200 94,4 ± 2,1* 258,7 ± 7,5* 27,5 ± 0,3* 
220 93,1 ± 2,0* 258,9 ± 7,1* 28,0 ± 0,2* 
 
 
 
 
 
Post EM2 
240 94,1 ± 2,1* 258,0 ± 7,5* 27,5 ± 0,3* 
 
I dati sono riportati come medie ± ES. * p < 0,01 vs. basale 1. 
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Figura 4.4 Andamento dei parametri cardiovascolari durante estensione 
mandibolare ripetuta. A: effetti di una doppia EM espressi come variazione 
percentuale rispetto al basale 1 su PAm e B: su FC. *p < 0,001 vs basale 1. 
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Figura 4.5 Andamento del diametro delle arteriole di ordine 2 durante estensione 
mandibolare ripetuta. Sono riportate le variazioni percentuali rispetto al basale 1. 
*p < 0,001 vs basale 1. 
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Figura 4.6 Andamento dei parametri cardiovascolari espressi come variazioni 
percentuali rispetto al valore medio ottenuto da tre misure effettuate nei primi 30 
minuti di osservazione e corrispondenti al basale 1 in ratti normotesi che non sono 
stati sottoposti a EM singola o ripetuta e che sono stati mantenuti in osservazione 
per circa 8 ore. A: andamento di PAm; B: andamento di FC; C: andamento del 
diametro delle arteriole. 
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Negli animali sottoposti a EM ripetuta, l’analisi delle oscillazioni ritmiche 
del diametro effettuata su spezzoni di registrazione della durata di 30 minuti 
condotte durante il periodo basale precedente alla prima estensione (basale 1), il 
periodo post prima estensione (post EM1) e durante il periodo successivo alla 
seconda estensione (post EM2) ha rilevato un aumento dell’oscillazione a 
bassissima frequenza rispetto al basale 1 indotto da EM1 e il perdurare di tale 
aumento anche durante il periodo post EM2 come mostrato in figura 4.7. 
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Figura 4.7 Variazioni ritmiche del diametro di un’arteriola di ordine 2 (in 
alto) e spettro di potenza tempo-dipendente (PSD: µm2/Hz) (in basso) in un 
ratto normoteso. A: nel periodo basale 1; B: nel periodo post EM1; C: nel 
periodo post EM2. 
A 
B 
C 
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
 
Il nervo trigemino ha da sempre destato uno spiccato interesse soprattutto 
per quanto riguarda il disordine neuropatico alla base dell’emicrania e nelle ultime 
due decadi alcuni studi clinici hanno dimostrano che manipolazioni a livello della 
regione maxillo-facciale che determinano attivazione delle branche periferiche di 
questo nervo causano risposte neurovegetative come bradicardia, ipotensione 
arteriosa, apnea e ipermotilità gastrica (Cha et al., 2002; McCulloch et al., 1999; 
Shaller et al., 2009).  
Successivamente, con l’ausilio di modelli sperimentali, si è osservato che 
anche una stimolazione centrale del nervo, ad esempio la stimolazione elettrica 
del ganglio del Gasser, nucleo di origine della radice sensoriale del nervo 
trigemino, determina un aumento del flusso sanguigno a livello della dura madre 
(Lambert et al., 1997) registrato attraverso laser Doppler. Pertanto, è stato 
possibile ipotizzare che il nervo trigemino controlli, attraverso meccanismi non 
ancora identificati, l’emodinamica del flusso ematico sistemico e cerebrale.  
Recentemente, Brunelli e collaboratori hanno osservato che alcuni soggetti 
volontari normotesi sottoposti ad una estensione mandibolare passiva di 10 minuti 
presentavano una prolungata (80 minuti) e stabile riduzione della pressione 
arteriosa di circa 12-11 mmHg e della frequenza cardiaca di circa 13 bpm rispetto 
ai valori registrati in condizioni basali (Brunelli et al., 2012). In seguito, lo studio 
di Lapi e collaboratori (2013), utilizzando il ratto come modello sperimentale, ha 
dimostrato che un’estensione mandibolare sub-massimale di 10 minuti causava 
una stimolazione del nervo trigemino in grado di indurre una riduzione 
significativa di PAm e FC che perdurava per 80 minuti. L’effetto era 
accompagnato da variazioni del tono delle arteriole piali che presentavano una 
risposta bifasica poiché durante EM costringevano per poi dilatarsi per i 
successivi 80 minuti (Lapi et al., 2013). 
Pertanto, sulla base di queste osservazioni nel presente lavoro di tesi 
sperimentale si è cercato di identificare alcuni meccanismi che vengono attivati a 
livello cerebrale dall’estensione mandibolare.  
I risultati ottenuti dimostrano, in accordo con le osservazioni precedenti, 
che una singola EM causa una significativa riduzione di PAm di FC (18,9 ± 0,5% 
e 20,9 ± 0,3 % del valore basale, rispettivamente, al picco dell’effetto) che perdura 
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per 140 minuti nel periodo post EM per poi recuperare progressivamente il valore 
registrato in condizioni basali. A livello cerebrale è stata osservata una riduzione 
del diametro delle arteriole piali durante EM (arteriole ordine 2 costringono del 
24,0 ± 0,6% rispetto al valore basale) per poi dilatarsi. L’aumento del diametro 
osservato nelle arteriole di ordine 2 le quali risultano essere le più attive è del 21,3 
± 0,1% rispetto al valore basale.   
Lo studio è stato condotto a livello del microcircolo piale del ratto poiché 
esso rappresenta un buon modello sperimentale: infatti è possibile a questo livello 
misurare in vivo ed in tempo reale le variazioni del tono delle arteriole e quindi 
avere una stima delle variazioni di flusso a livello capillare. Le arteriole più 
piccole, inoltre, hanno la caratteristica di emettere vasi collaterali che penetrano 
(arteriole penetranti) nello strato corticale: pertanto variazioni di flusso in questi 
vasi determinano variazioni dell’apporto ematico ai neuroni ed indirettamente il 
loro stato di attivazione. Inoltre, dato che i vasi cerebrali del ratto presentano 
numerose similitudini con quelli dell’uomo, è possibile ottenere dati sperimentali 
estendibili all’uomo (Lee, 1995). 
Nel nostro lavoro è stata utilizzata la microscopia in fluorescenza, un 
approccio metodologico che, a differenza delle metodiche non invasive di 
videoimaging (Laser Doppler e la Risonanza Magnetica Funzionale) utilizzate 
generalmente per studiare in vivo il flusso cerebrale ma che non forniscono il 
valore del flusso in una determinata regione del tessuto cerebrale e non 
discriminano tra un tipo di vaso e l’altro, consente di ottenere dati molto 
dettagliati, rendendo possibile quantificare i diametri e la lunghezza di ogni 
arteriola al fine di caratterizzare geometricamente il network microvascolare piale 
in una determinata regione del tessuto cerebrale e di osservarne le modificazioni 
nel tempo. 
Dato che ad oggi non sono stati ancora chiariti nel dettaglio i meccanismi 
che vengono attivati a livello cerebrale dalla stimolazione del nervo trigemino, per 
ottenere indicazioni che consentissero di mirare lo studio verso specifici 
meccanismi, sono state valutate le variazioni ritmiche del diametro delle arteriole 
piali mediante analisi spettrale che consente di evidenziare differenti componenti 
d’onda correlabili a fattori sistemici o locali che possono influenzare la normale 
vasomotion mostrata dalle arteriole. Abbiamo scelto di analizzare le variazioni 
ritmiche delle arteriole di piccolo calibro (ordine 2) del microcircolo piale, poiché 
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esse rivestono un ruolo cruciale nella ridistribuzione del flusso ematico a livello 
capillare.  
Le prime analisi di questo tipo sono state condotte nell’uomo (Kvernmo et 
al., 1999) a livello del microcircolo cutaneo, utilizzando tecniche non invasive. 
Sono state identificate cinque componenti di frequenza: 2 componenti ad alta 
frequenza, che sono state correlate all’attività cardiaca (frequenza cardiaca) e 
respiratoria, e 3 componenti a bassa frequenza che sono state associate alla 
regolazione nervosa, miogena ed endoteliale del tono vasale. In questo modello le 
registrazioni delle variazioni del diametro vasale erano di una durata < 15 minuti. 
Stefanowska e collaboratori successivamente (2006) hanno identificato una sesta 
componente di frequenza in registrazioni di maggior durata (30 minuti) 
classificata come NO-indipendente. 
Sulla base di questi dati, nel presente lavoro sono state analizzate le 
componenti di frequenza delle oscillazioni delle arteriole piali dei ratti normotesi 
sottoposti a singola EM, in condizioni basali (prima di EM) e nel periodo post EM 
utilizzando registrazioni delle variazioni dei diametri della durata di 30 minuti al 
fine di evidenziare tutte le possibili componenti. Per questo motivo, l’analisi non è 
stata condotta durante i 10 minuti di EM. 
I nostri risultati indicano che nei ratti normotesi sono presenti tre 
componenti a bassa frequenza in accordo con i dati ottenuti da Stefanowska e 
collaraboratori (2006). In particolare è stato osservato che le piccole arteriole 
(ordine 2) dopo EM presentano un incremento della componente a bassa 
frequenza che oscilla in un intervallo minore di 0.01 Hz totalmente endotelio-
dipendente. Ciò ha indotto ad ipotizzare che la vasodilatazione osservata dopo EM 
potesse essere dovuta ad un aumento dei livelli di NO sostenuto da un incremento 
dell’attività delle NOS, in particolare della eNOS. L’analisi biologico-molecolare 
condotta con qRT-PCR real time ha dimostrato un progressivo aumento 
dell’espressione del gene codificante per eNOS risultato significativo rispetto alle 
condizioni basali a 2 ore da EM e l’analisi biochimica dell’espressione della 
proteina mediante Western blot ha confermato un incremento della produzione 
della proteina eNOS sempre a 2 ore da EM.  
Pertanto, dopo singola EM si ha dilatazione delle arteriole piali in seguito 
ad aumento di eNOS che determinerebbe un aumetato rilascio di ossido nitrico da 
parte delle cellule dell’endotelio vascolare. Questo risultato è supportato anche da 
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evidenze ottenute precedentemente nei nostri laboratori (dati non ancora 
pubblicati) che dimostrano come l’inibizione della NO sintetasi endoteliale 
attraverso la somministrazione locale o in vena di L-NAME 10 minuti prima di 
una EM della durata di 10 minuti, sia in grado di abolire completamente la 
vasodilatazione osservata nel periodo post EM, senza modificare l’effetto che EM 
ha su PAm e FC.  
L’espressione di nNOS non è risultata modificata da una singola EM, 
mentre è interessante il fatto che iNOS addirittura viene ridotta a dimostrazione 
che EM è una pratica non invasiva che non induce fenomeni irritativi o 
infiammatori di cui un eventuale aumentata espressione di iNOS è indice 
(Förstermann, 2010). 
Le componenti d’onda a bassa frequenza ma correlate all’attività 
neurogena e miogena non hanno subito modificazioni in seguito ad EM, mentre le 
componenti d’onda ad alta frequenza correlate all’attività cardiaca e respiratoria, 
sono risultate ridotte anche se non in modo significativo. Senza dubbio l’effetto di 
EM è interessante in quanto attiva contemporaneamente fattori sistemici capaci di 
ridurre PAm e FC, probabilmente aumentando il controllo vagale a livello del 
nodo seno atriale, e fattori capaci di influenzare l’emodinamica del circolo 
cerebrale. 
Pertanto, è stato interessante andare a studiare se gli effetti di EM possano 
essere mantenuti per tempi prolungati in modo da stabilire dei protocolli 
sperimentali per il controllo a lungo termine della pressione arteriosa e del tono 
dei vasi cerebrali.  
Sono stati quindi studiati gli effetti di una seconda EM effettuta dopo 160 
minuti dalla prima ovvero quando PAm e FC recuperavano i valori di base. 
È stato osservato che dopo la seconda EM si ha una riduzione di PAm e di 
FC del 19,0 ± 0,4% e del 16,0 ± 0,5% rispetto valore basale, di entità paragonabile 
a quella ottenuta dopo la prima EM ma di durata molto più prolungata. Le nostre 
osservazioni sono state effettuate fino a 4 ore dalla seconda EM e fino al termine 
del periodo di osservazione non è stato riscontrato un recupero dei valori basali.  
A livello cerebrale le arteriole non hanno mostrato durante la seconda EM 
la vasocostrizione che invece accompagnava la prima EM; le arteriole si sono 
mantenute dilatate del 22,0 ± 0,2% per tutto il tempo di osservazione (4 ore post 
EM). Ciò è probabilmente dovuto al perdurare di alti livelli di NO indotti dalla 
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prima EM. D’altra parte, l’analisi spettrale effettuata dopo la seconda EM ha 
evidenziato un significativo aumento delle componenti correlate all’attività 
endoteliale che si mantiene per l’intero periodo di osservazione. 
 In conclusione, è possibile ipotizzare che la stimolazione del nervo 
trigemino indotta da EM produce una risposta ipotensiva e una caratteristica 
modulazione del tono delle arteriole piali sostenuta da un aumento della 
liberazione di NO che può essere prolungata per periodi di tempo duraturi 
applicando una seconda EM.  
             Gli effetti causati da EM rivestono un notevole interesse scientifico e 
richiedono ulteriori esperimenti per stabilire un protocollo sperimentale per la 
modulazione a lungo termine di PAm e del flusso ematico cerebrale che possa 
essere di ausilio nella pratica clinica. 
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